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CCD Charge-Coupled Device

CT Computertomorgraphie

FDA Food and Drug Administration (Amerikanische Gesundheitsbehorde)
ICG Indocyaningrun

MRT Magnetresonanztomographie

NIR Near Infrared

Ol Optical imaging = optische Bildgebung

PET Positronen-Emissions-Tomographie

P.l. Post injectionem

RA Rheumatoide Arthritis

SPECT  Single-Photon-Emissions-Computertomographie
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OPTISCHE BILDGEBUNG (OI)

Seit der Entdeckung der Rontgenstrahlen durch Wilhelm Rontgen Ende des
19. Jahrhunderts wurde das medizinische Handeln malRgeblich durch die
Entwicklung bildgebender Verfahren beeinflusst. Computertomographie (CT) und
Magnetresonanztomographie ~ (MRT)  ermoglichen  die  dreidimensionale,
hochauflosende anatomische Darstellung von Geweben. Jedoch sind die
ionisierende Strahlung bei CT- und die langen Aufnahmezeiten sowie die hohen
Kosten von MRT-Untersuchungen relevante Nachteile [1]. Die Ultraschalldiagnostik
ermoglicht die strahlenexpositionsfreie Echtzeit-Darstellung von Geweben bei
niedrigen Betriebskosten. Limitiert ist diese durch die hohe
Untersucherabhangigkeit und ihre Eindringtiefe [2]. Anders als bei der klassischen
diagnostischen Bildgebung liegt der Fokus der molekularen Bildgebung auf der
in vivo Darstellung von Prozessen auf Zellebene, die zu Pathologien fuhren und
nicht lediglich auf der Abbildung ihrer Auswirkungen [3]. Die im klinischen Alltag
etablierten, auf dem Zerfall radioaktiver Isotope beruhenden Verfahren (Positronen-
Emissions-Tomographie (PET), Single-Photon-Emissions-Computertomographie
(SPECT), Szintigraphie) zeichnen sich durch eine sehr hohe Sensitivitat aus.
Nachteile sind sowohl die fehlende anatomische Auflosung, als auch die hohen
Kosten und die Strahlenexposition der Patienten. Neben der Anwendung von MRT
und Ultraschall ist daher die auf Fluoreszenz beruhende optische Bildgebung (Ol)

Gegenstand aktueller Forschung.

Die Funktionsweise von Ol ahnelt der Technik einer Fotoaufnahme: durch Licht
(Wellenlange x nm) einer Lichtquelle (haufig ein monochromatischer Laser) wird
ein Fluorophor angeregt (Exzitation). Das daraufhin von diesem emittierte Licht
(Wellenlange 'y nm) wird nach Passage eines entsprechenden Filters
(Wellenlange y nm) mit Hilfe eines Detektors (CCD = charged-coupled device)

aufgefangen [4]. Die Aufnahmedauer kann beliebig gewahlt werden, erbringt jedoch
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bereits nach weniger als funf Minuten verwertbare Bilder. Der Vorgang ruft keine
ionisierende Strahlung hervor. Die Kosten von Anschaffung und Betrieb einer Ol-
Vorrichtung sind gering [5], [6]. Einen bedeutenden Nachteil stellt die fehlende
anatomische Auflosung der OI-Aufnahmen dar. In Abhangigkeit von der
Wellenlange des Lichts, Autofluoreszenz, Lichtstreuung und der Prasenz von
endogenen Absorbern (Hamoglobin, Wasser, Lipide) im Gewebe konnen
verschiedene Eindringtiefen erreicht werden. Im Bereich von 300nm bis 650nm
wird das Licht in einer Tiefe von wenigen Mikro- bis Millimetern von den dort
vorhandenen Chromophoren (Oxi- und Deoxihamoglobin) absorbiert [7]1, [1]. Mit
Lichtimpulsen der Wellenlange 700 bis 900nm (near-infrared = NIR) kann die
hochste Eindringtiefe (7 bis 14cm) erzielt werden [8]. Analog zur Kontrastmittel-
verstarkten CT- und MRT-Bildgebung lasst sich die Sensitivitat von Ol durch den
Einsatz von Kontrastmitteln erhohen, was auch seine Applikationsmoglichkeiten
erweitert. Neben endogenen, ausschlielich in experimentellen Studien
angewandten Bioluminescence-Reporter-Systemen (Green fluorescent Protein,
Luciferase/Luciferin) kommen exogen zugefuhrte spezifische und unspezifische
Kontrastmittel zur Anwendung [1]. Die spezifischen Kontrastmittel lassen sich in
zwei Gruppen unterteilen:

1) Die Kopplung an zielgerichtete Substrate (Antikorper, Antikorperfragmente,
Proteine und kleine Molekule). Mittels Bindung eines Fluorochroms an einen
tumorspezifischen monoklonalen Antikorper lieBen sich beispielsweise im
Mausmodell in vivo Tumor-Detektion und -Uberwachung durchfiihren [9], [10].

2) Die Aktivierung durch enzymatischen Prozess. Diese Substanzen zeigen im
intakten Zustand wenig Fluoreszenz. Die Hohe der Fluoreszenz-Emission hangt von
der Prasenz des Ziel-Enzyms ab. Sie kann daher als Indikator fur die Aktivitat dieses
Enzyms dienen. Beispielsweise konnte im Mausmodell die Aktivitat bestimmter
Cathepsine und Matrix-Metalloproteinase mit der Aktivitat eines Mammakarzinoms
korreliert werden [11], ebenso mit der Aktivitat der Rheumatoiden Arthritis und

deren Ansprechen auf eine Methotrexat-Behandlung [12].



Unspezifische Kontrastmittel fuhren nach intravenoser Applikation zur
Kontrasterhohung in Bereichen vermehrter Vaskularitat [1]. Ein Vertreter dieser

Gruppe ist der Fluoreszenzfarbstoff ICG.

INDOCYANINGRUN (ICG)

ICG hat eine komplexe molekulare Struktur (molare Masse 779,44 g/mol) und
besitzt sowohl hydrophile als auch lipophile Eigenschaften (gute Loslichkeit in
Wasser, Methanol und Ethanol) [13]. Absorptions- (600nm bis 900nm, Maximum:
780nm) und Emissionsspektrum (750 bis 900nm, Maximum: 830nm) liegen im NIR-
Bereich [14]. Nach intravenoser Applikation binden ca 98% des ICG an
Plasmaproteine. Bei normaler GefalBpermeabilitat verbleibt der Farbstoff daher
intravasal. Die Halbwertszeit betragt 3 bis 4 Minuten [15]. Die Elimination erfolgt
hepato-biliar. Es besteht eine lediglich geringe Toxizitat fur den Menschen [14]. ICG
erhielt die FDA-Zulassung bereits am Ende der 1950er Jahre, als es zunachst in der
Leberfunktionsdiagnostik eingesetzt wurde. Seitdem wird es in verschiedenen
Fachbereichen eingesetzt, unter anderem in der Ophthalmologie [16] zur
Darstellung von LymphgefaBen [17]1, zur intraoperativen Durchblutungskontrolle
[18], als auch zur Diagnostik von Tumoren [19], [20] und entzundlichen Prozessen

[211, [22] beim Menschen und im Tiermodell.

Vor allem aufgrund der bestehenden klinischen Zulassung und Erfahrung, aber
auch aufgrund der einfachen Handhabung, der niedrigen Beschaffungskosten und
der Moglichkeit der breiten Anwendbarkeit bei verschiedenartigen Pathologien,

nutzten wir ICG fur die vorliegenden Studien.

INTEGRIERTES OPTISCHES BILDGEBUNGS- UND RONTGENSYSTEM

Trotz der oben genannten Vorzuge der ICG-verstarkten optischen Bildgebung bleibt
der Nachteil der fehlenden anatomischen Auflosung der Aufnahmen bestehen. Wir
beabsichtigten diese zentrale Limitierung von Ol daher durch die Addition einer
weiteren Bildgebungsmodalitat auszugleichen. In der Klinik erfolgt aktuell

beispielsweise beim PET/CT die Fusion der jeweils gewonnenen Bildinformationen.
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Somit konnen die in der PET dargestellten molekularen Prozesse prazise den hoch-
aufgelosten anatomischen Strukturen im CT zugeordnet werden [23]. Im
Experimentalstadium befinden sich integrierte MRT-optische Bildgebungssysteme
[19]1, [24]. Dieser vielversprechende Ansatz bringt jedoch hohe technische Hurden
mit sich. Um eine potentielle, zeitnahe Anwendung unserer Erkenntnisse im
klinischen Alltag zu ermoglichen, wahlten wir zur Durchfuhrung unserer Studien
die Evaluation der Fusion von |CG-verstarkter optischer Bildgebung mit
Rontgenaufnahmen. Das Rontgen zeichnet sich vor allem durch sehr kurze
Aufnahmedauer, geringe Untersuchungskosten und Strahlenbelastung, als auch
durch sehr gute anatomische, jedoch zweidimensionale Auflosung aus [25], [26].
Die Programmierung entsprechender Software vorausgesetzt, ware die Fusion von
Extremitaten-Rontgenbildern und mittels ,,Hand-held” OI-Scanner in gleicher

Position angefertigter Ol-Aufnahmen bereits denkbar [27], [28].

Die Analyse des oben genannten Fusions-Prinzips im Tiermodell fuhrten wir unter
Verwendung eines integrierten optischen Bildgebungs-/Rontgen-Scanners

(Imaging Station In Vivo FX) der Firma Eastman Kodak (New Haven, USA) durch

Radiographic phosphor

arraan ot of imaning fio Radiographic screen
screen out of imaging field slides into

imaging field

Abb. 1: a) Ol-Modus b) Rontgen-Modus. Mit freundlicher Genehmigung durch Eastman Kodak (New Haven, USA)

(Abb. 1). Dieses System ist mit einer Hochleistungs-Halogen-Lampe,
austauschbaren Exzitations/Emissions-Licht-Filtern und einer thermoelektrisch-
gekihlten CCD-Kamera sowie einem Rontgenmodul (maximal 35 kVp) ausgestattet.
Rontgenstrahlen werden nach Durchleuchtung des Versuchstieres mittels eines

Phosphorschirms in Licht umgewandelt. Dieses kann von der CCD-Kamera
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aufgenommen werden. Wahrend des Akquisitionsvorgangs liegen die Versuchstiere
in einer Kammer, die mit Isofluran-Narkosegas geflutet werden kann. Eine
kontinuierliche Narkose ist somit gewahrleistet. Beim Wechsel der
Bildgebungsmodalitat bleibt die Kammer geschlossen und das Tier kann daher
jeweils in derselben Position abgebildet werden. Fur die optische Bildgebung
mittels 1CG nutzten wir eine Exzitationswellenlange von 755nm und eine
Emissionswellenlange von 830nm. Die Rontgenaufnahmen wurden mit einer
Expositionszeit von 60 Sekunden und 35kV durchgefuhrt. Die Ko-Registrierung der
Bilder erfolgte durch die Molecular Imaging Software Version 4.5
(Eastman-Kodak, New Haven, USA). Das Falschfarbenbild des Ol und das
grauskalierte Rontgenbild wird dabei Pixel fur Pixel ubereinandergelegt. Auf den
derart fusionierten OI/Rontgen-Bildern konnen pathologische Prozesse auf

Zellebene exakt anatomischen Strukturen zugeordnet werden.

Um die Anwendbarkeit und den moglichen Mehrwert eines solchen
Untersuchungsprinzips fur den klinischen Alltag zu demonstrieren, testeten wir

dieses anhand im Folgenden beschriebener Tiermodelle.

ANALYSE POTENTIELLER KLINISCHER ANWENDBARKEIT IM TIERMODELL

Die Auswahl der Pathologien fur deren Abbildung ein integriertes
Ol/Rontgensystem sinnvoll einsetzbar ist, muss zwingend unter Berucksichtigung
dessen Limitierungen erfolgen. Hier fallt einerseits die eingeschrankte
Gewebseindringtiefe der Ol ins Gewicht, andererseits fur das Rontgen der
Summationseffekt und die fehlende anatomische Auflosung im dreidimensionalen
Raum. Dies und die eingangs aufgefuhrten Charakteristika der Ol in Betracht
ziehend, erwarteten wir vor allem fur die Darstellung hypervaskularer Areale an den

Extremitaten sowie an der Wirbelsaule verwertbare Aufnahmen.

Gewahrleistet sehen wir dies unter anderem bei den in den vorliegenden Studien im

murinen Tiermodell untersuchten Szenarien:
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1) Postoperatives Monitoring der Entwicklung von Granulationsgewebe im murinen

Modell eines lumbalen Bandscheibenprolapses

2) Detektion und Verlaufskontrolle einer im murinen Tiermodell Antigen-induzierten

Arthritis.

Ad 1) Pro Jahr erleiden circa acht Prozent der amerikanischen Bevolkerung
Lasionen der unteren Wirbelsaule [29]. Ein GroBteil davon entfallt auf
Bandscheibenvorfalle, welche zum Teil mittels (Mini-)Diskektomie behandelt
werden [30]. Postoperative Komplikationen dieses Eingriffs konnen durch die
Entstehung von Granulationsgewebe hervorgerufen werden. Dazu zahlen
beispielsweise rezidivierende radikulare Schmerzen, Muskelschwache und
Parasthesien sowie ein erhohtes Risiko fur Komplikationen bei einer moglichen
Operation im Verlauf [31]-[36]. Das Monitoring der Granulationsgewebs-
entwicklung und deren Ansprechen auf medikamentose Therapien ist daher
essentiell fur eine optimale postoperative Nachsorge. Aktuell erfolgt dazu die
Bildgebung mittels MRT, aber auch mittels CT und SPECT/PET. Diese
Bildgebungsmodalitaten sind jedoch mit den oben genannten Nachteilen assoziiert
[371-[43]. Nach unserem Wissen wurde die |CG-kontrastverstarkte, optische
Bildgebung in Kombination mit Rontgenaufnahmen zu diesem Zweck bisher weder

in der Klinik eingesetzt, noch im Tiermodell untersucht.

Wir unterzogen achtzehn mannliche 280 bis 300g schwere Sprague-Dawley Ratten
einem Eingriff an der Wirbelsaule. Dabei wurde in intravenoser Anasthesie mit einer
Hohlnadel auf Hohe von L 2/3 eine Lasion des posterioren Annulus gesetzt.
Daraufhin fullten wir diesen Defekt mittels weiter kaudal aus den Bandscheiben von
drei Schwanzwirbeln gewonnenen Anteilen des Nucleus pulposus auf. Dies fuhrte
zu einem Prolaps auf Hohe L2/3. Nach adaquater postoperativer Analgesie fuhrten
wir die Bildgebung an Tag 7 und 14 post OP in der oben beschriebenen Imaging
Station In Vivo FX (Eastman Kodak, New Haven, USA) durch. Wir verwendeten ICG

in der in der Literatur fur die Applikation beim Menschen empfohlenen Dosis von
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1 mg/kg Korpergewicht (Gruppe A) [44], [45] und in der fur Tierversuche
verwendeten Dosis von 10 mg/kg Korpergewicht [46], [47]. Nach ICG-Injektion
erfolgte die optische Bildgebung minutlich uber einen Zeitraum von 25 Minuten,
gefolgt von einer Rontgenaufnahme 30 min p.i.. In der histopathologischen
Untersuchung

(HGE, Mason-Trichrom-Farbung) erbrachten wir den Nachweis von
Granulationsgewebe an L 2/3. In den fusionierten Ol/Rontgenbildern liel8 sich dort
an Tag 7 und 14 fur beide ICG-Dosen jeweils eine statistisch signifikant erhohte
Fluoreszenz erkennen. Es zeigte sich daruber hinaus, dass die hohere ICG-Dosis

von 10 mg/kg zu einer starkeren und langer anhaltenden Fluoreszenz fuhrte.

Das ICG-Ol/Rontgensystems ist also als nicht invasives Instrument zur
postoperativen Verlaufskontrolle der Granulationsgewebsentwicklung denkbar. Der
Erfolg neuer anti-inflammatorischer Medikamente zur Unterdruckung von
Granulationsgewebe konnte so regelmaRig, strahlungsarm und kosteneffizient

uberpruft werden.

Beschreibung des Eigenanteils: Assistenz bei den Wirbelsaulenoperationen aller

Versuchstiere, Durchfuhrung der Bildgebung aller Versuchstiere an den oben
genannten Zeitpunkten inklusive der intravenosen |ICG-Injektionen, Akquirierung
der quantitativen Daten aus den mittels optischer Bildgebung gewonnenen

Aufnahmen unter Verwendung der oben genannten Software.

Ad 2) Die Rheumatoide Arthritis stellt die am haufigsten auftretende chronisch-
entzundliche Gelenkserkrankung weltweit dar, die etwa vierzig Millionen Patienten
betrifft [48]. Fur die Diagnosestellung der RA spielt die Bildgebung eine
untergeordnete Rolle, da im Fruhstadium wenige strukturell-anatomische
Veranderungen nachzuweisen sind [2]. MRT und Ultraschall werden erganzend
eingesetzt. Die hohen Kosten und die langen Untersuchungszeiten schranken dabei
den Einsatz des MRTs ein. Mit der Ultraschalluntersuchung kann die

Entzundungsaktivitat gut dargestellt werden. Der Informationsgewinn ist jedoch
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stark Untersucher-abhangig [2], [49]. Unserer Hypothese zufolge liee sich mit dem
oben beschriebenen OIl/Rontgen-Untersuchungssystem die hohe Sensitivitat fur
inflammatorische Prozesse der Ol mit der hohen anatomischen Auflosung der
Rontgenaufnahmen an den Extremitaten optimal in der Diagnostik und
Verlaufskontrolle der RA einsetzen. Um dies nachweisen zu konnen untersuchten
wir neun athymische Harlan Ratten in der Imaging Station In Vivo FX. Gruppe B
(n=3) diente als unbehandelte Kontrollgruppe. Gruppe A (n=6) erhielt eine
PG-PS-Injektion (Lee Laboratories, USA), ein Streptokokkenzell-
wandextrakt, intra - peritoneal sowie in beide Knie- und Sprunggelenke
(insgesamt 25 mg/kg Korpergewicht). Die Entwicklung der auf diese Weise Antigen-
induzierten Arthritis wurde mittels Beobachtung klinischer Zeichen (Hinken) und
der Messung der Gelenksdurchmesser kontrolliert. Sobald der Erkrankungsbeginn
apparent wurde, erfolgte die Untersuchung. Nach Isoflurangasnarkose, Kontroll-Ol-
Scan und ICG-Injektion (1Tmg/kg Korpergewicht) fuhrten wir die optische
Bildgebung minutlich uber einen Zeitraum von 25 Minuten, gefolgt von einer
Rontgenaufnahme 30 min p.i. durch. Ol- und Rontgenaufnahmen wurden
60 Minuten, 90 Minuten, 12 Stunden und 24 Stunden p.i. wiederholt. In der
histopathologischen Untersuchung waren in allen untersuchten Gelenken
entzundliche Veranderungen sichtbar (H&E-Farbung). Eine im Vergleich zur
Kontrollgruppe statistisch signifikant erhohte Fluoreszenz der genannten Gelenke
zeigte sich 1 Minute bis 12 Stunden p.i. Auf den fusionierten Ol/Rontgenaufnahmen
lieBen sich diese exakt anatomisch lokalisieren. Zusatzlich stellte sich die
Fluoreszenz an Knie- und Sprunggelenken der Gruppe A p.i. statistisch signifikant

erhoht im Vergleich zu den Aufnahmen pra injectionem dar.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass entzundliche Veranderungen in Gelenken mittels
|CG-kontrastverstarkter Ol nachgewiesen werden konnen. Dies bestatigte und
erganzte die Erkenntnisse fruherer OI-Studien [501-[52], [28]. Daruber hinaus
ermoglichte die Ko-Registrierung mit den korrespondierenden Rontgenbildern die

genaue anatomisch-strukturelle Lokalisation der funktionellen in-vivo-Ol-
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Information. ICG-kontrastverstarkte Ol zur Darstellung von entzundlichen
Gelenkveranderungen fand bereits Anwendung in einer klinischen Studie zur
Diagnostik von Arthritis an der Hand [28]. Nach der Entwicklung entsprechender
Software, konnte unser Untersuchungsprinzip bei standardisiert angefertigten
ICG-Ol und Rontgenaufnahmen problemlos in der Klinik eingesetzt werden.
Vorstellbar ware dies beispielsweise zur Verbesserung der Sensitivitat bei der
Diagnosestellung und der Uberwachung der Erkrankungsaktivitit der

Rheumatoiden Arthritis.

Beschreibung des Eigenanteils: Detaillierte Literaturrecherche, Erarbeitung des

Studienkonzepts mit Frau Professor Heike Daldrup-Link und Dr. Reinhard Meier,
Durchfuhrung der oben genannten Arthritis-Induktion aller Versuchstiere, tagliche
klinische Untersuchung der Versuchstiere und Schmerzmittelapplikation soweit
erforderlich, Anwesenheit und Durchfuhrung der Bildgebung an den oben
genannten Zeitpunkten inklusive der intravenosen |CG-Injektion bei allen
Versuchstieren in Zusammenarbeit mit Dr. Reinhard Meier und Dr. Elizabeth
Sutton, Euthanasie aller Versuchstiere und Aufbereitung der Praparate fur die
histologische Untersuchung, Akquirierung der quantitativen Daten aus den mittels
optischer Bildgebung gewonnenen Aufnahmen unter Verwendung der oben
genannten Software, Unterstutzung von Dr. Reinhard Meier bei der statistischen
Auswertung der quantitativen Daten, Anfertigung der HG&E-Schnitte in
Zusammenarbeit mit Guido Piontek, gemeinsame Analyse und Interpretation der

Versuchsergebnisse mit den Ko-Autoren der Studie.

Die optische Bildgebung (Ol) ist eine Form der molekularen Bildgebung, die auf
durch Lichtexzitation im Gewebe hervorgerufene Fluoreszenz beruht. Sie zeichnet
sich durch Strahlungsfreiheit, einfache Handhabung, niedrige Kosten und kurze
Aufnahmezeiten aus. lhre Sensitivitat kann durch die Anwendung von

Kontrastmitteln gesteigert werden. Aufgrund seines jahrzehntelangen Einsatzes in
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verschiedenen Fachgebieten im klinischen Alltag und seiner vorteilhaften
Fluoreszenzeigenschaften besitzt Indocyaningrin (ICG) dabei eine besondere
Bedeutung. Um den Nachteil der fehlenden anatomischen Auflosung bei der
optischen Bildgebung zu kompensieren, kombinierten wir diese mit den jeweils
korrelierenden Rontgenaufnahmen. Ermoglicht wurde dies in unseren Studien
durch die Verwendung eines integrierten optische Bildgebungs-/Rontgen-Scanner
(Imaging Station In Vivo FX). Mogliche Anwendungen einer derartig kombinierten
Bildgebung in der Klinik zeigten wir anhand zweier tierexperimenteller Studien.
Zunachst untersuchten wir die Applikation bei der Detektion und dem
Verlaufsmonitoring von postoperativ entstehendem Granulationsgewebe nach
Operation an der Wirbelsaule. Wir unterzogen achtzehn Sprague-Dawley Ratten
einem Eingriff an der Wirbelsaule, welcher einen Bandscheibenprolaps
herbeifuhrte. Diese Lasion fuhrte zur Bildung von Granulationsgewebe. Nach
sieben, beziehungsweise vierzehn Tagen erfolgten die ICG kontrastverstarkten Ol
und Rontgenaufnahmen. Dabei lieB sich eine im Vergleich zur Kontrollgruppe
statistisch signifikant erhohte Fluoreszenz im Bereich des histopathologisch
korrelierten Granulationsgewebes nachweisen. Des Weiteren evaluierten wir die
Anwendbarkeit bei der Untersuchung und Verlaufskontrolle von entzundlichen
Gelenkerkrankungen am Tiermodell der Antigen-induzierten Arthritis. Von neun
athymischen Harlan Ratten erhielten sechs eine Injektion in Wasser geloster
Streptoccous  pyogenes-Peptidoglycan-Polysaccharid-Zellwandfragemente  zur
Arthritis-Induktion. Nach Eintreten klinisch apparenter Symptome erfolgte die
Ol/Rontgenbildgebung aller Versuchstiere nach Protokoll. Eine im Vergleich zur
Kontrollgruppe statistisch signifikant erhohte Fluoreszenz der entzundlich
veranderten Gelenke konnte nachgewiesen werden. Auf den fusionierten
Ol/Rontgenaufnahmen lieB sich diese exakt anatomisch lokalisieren. Die
anschlieBende histopathologische Untersuchung erbrachte den Nachweis

inflammatorischer Veranderungen.
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Nach der Entwicklung einer Software =zur Ko-Registrierung von OlI-und
Rontgenaufnahmen ware der Einsatz unseres Untersuchungsprinzip bei
standardisiert angefertigten ICG-Ol und Rontgenaufnahmen vorstellbar. In einem
nachsten Schritt konnten unsere Erkenntnisse dann im Rahmen klinischer Studien

validiert werden.

Optical imaging (Ol), a molecular imaging modality, relies on fluorescence triggered
by light excitation. It is fast (<5 minutes), inexpensive, non-invasive and does not
require exposure to radiation. The addition of contrast agents leads to increased
sensitivity. One of the most promising contrast agents is Indocyanine green (ICQG).
It shows favorable fluorescent properties and has been extensively used in the fields
of ophthalmology and cardiology for decades. In order to compensate for the lack of
anatomic resolution in optical imaging we added correlating XRay image
information by image fusion. This was accomplished using an integrated optical
imaging/XRay Scanner (Imaging Station In Vivo FX). To investigate possible clinical
applications of this diagnostic approach two animal studies were conducted. Firstly,
we evaluated its application for the detection and monitoring of granulation tissue
formation after spine surgery. Eighteen Sprague Dawley rats underwent spine
surgery which caused disc protrusion and thereafter formation of granuation tissue.
ICG-enhanced optical and correlated XRay imaging was performed seven and
fourteen days post surgery. Significantly increased fluorescence was visible in areas
where granulation tissue had formed as confirmed by histopathology. Secondly, our
diagnostic approach was applied for the detection and monitoring of inflammatory
joint disease in an animal model of antigen-induced arthritis. Nine athymic Harlan
rats were injected with PGPS to trigger arthritic joint inflammation. When clinical
symptoms became apparent OI/XRay imaging was performed according to our
protocol. Significantly increased fluorescence was detected in arthritic joints and
could precisely be anatomically located by OI/XRay image fusion. Joint
inflammation was confirmed by histopathology.
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In conclusion, once software for Ol and XRay image co-registration becomes
available our diagnostic approach could easily be applied in a clinical setting of

standardized Ol and XRay imaging. In a next step our findings could be validated by

clinical trials.
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